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RESUMO: Culturas de células EB3, quando inoculadas com soros humanos
contendo antígeno Austrália, produzem interferon ou substância semelhante
em títulos significativamente mais elevados do que as culturas controle, não
inoculadas. As culturas de células EB3 inoculadas com soros humanos nega-
tivos para o antígeno Austrália comportam-se de modo idêntico às culturas
controle, no que respeita aos títulos de interferon, ou substância semelhante.
Sugere-se a possibilidade daquele efeito poder servir de indicador de uma
possível interação entre as células EB3 e o antígeno Austrália.
UNITERMOS: Antígeno Austrália (HBs Ag). Interferon. Atividade biológica.
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I N T R O D U Ç Ã O
No líquido sobrenadante de culturas ce-
lulares preparadas com as linhagens EB1,
EB2, EB3, AL1 e AL2, obtidas de linfomas
de Burkitt, tem-se observado a presença de
interferon, em títulos variáveis12, 22, 25.
As culturas de EB3? com elevada percen-
tagem de células infectadas com vírus EB,
são as que apresentam títulos mais baixos
de interferon, observação já feita por
Swart e Young25. Também em culturas
de leucócitos humanos, infectadas por di-
ferentes vírus, tem sido possível eviden-
ciar a produção de interferon 1, 3, 6, 8, 11,12, 17, 18, 19, 21, 23, 24, 26.
O trabalho de Carver e Seto5 mostra
que culturas de fibroblastos humanos, de-
pois de submetidas a estimulação com so-
ros humanos contendo antígeno Austrália,
tornam-se refretárias à multiplicação do
vírus da doença de Newcastle. Este es-
tado refratário era inibido pelo soro an-
ti-antígeno Austrália. Idêntica observa-
ção foi feita por Berthold e col. 3.
O presente trabalho descreve a aparen-
te modificação no padrão de produção de
interferon, ou substância semelhante, em
culturas de células EB3 estimuladas com
soros humanos positivos para o antígeno
Austrália.
MATERIAL E MÉTODOS
Soros humanos — Foram testados 20
soros humanos com a seguinte distribui-
ção relativa dos títulos fixadores do com-
plemento para o antígeno Austrália: 10
soros negativos; 2 soros com título 8 e
32; 2 soros com título 256; 5 soros com
título 1.024 e 1 soro com título 2.048.
Culturas celulares — Utilizou-se a li-
nhagem L645 de células embrionárias de
pulmão humano cultivadas em meio de
crescimento de Eagle, preparado em so-
lução de Earle, com concentração dupla
de vitaminas e aminoácidos, suplementado
com glutamina a 3% e 10% de soro fetal
bovino; este meio foi ainda adicionado de
bicarbonato de sódio a 8,8% e antibióti-
cos. A linhagem EB3 foi cultivada em
meio basal de Eagle, também preparado
em solução de Earle e adicionado dos mes-
mos suplementos referidos para a cultura
de células L645, com exceção do soro fe-
tal bovino, utilizado na concentração final
de 25%. As culturas de EB3, a serem
estimuladas com soros humanos, foram
incubadas a 37°C, durante 24 horas, em
atmosfera de 5% de CO2, com uma con-
centração celular de 1 — 3 x 106 células
por ml de meio; o meio de Eagle usado
para esta finalidade era pré-incubado du-
rante 7 dias a 37°C, antes de usado, para
se conseguir a depleção de arginina13-15.
Vírus — Utilizou-se como "challenge
vírus" a cepa Indiana de vírus da esto-
matite vesicular, cuja titulação, segundo
técnica de Dulbecco 7, foi feita em pla-
cas plásticas de Petri, de 60 mm, após
diluição em Hanks BSS. Na titulação
do interferon foram utilizadas 50 PFU/0,5
ml.
Produção de interferon — O interfe-
ron, ou substância semelhante, produzida
nas culturas de EB3, após estimulação,
era titulado, depois de 24 horas de incuba-
ção das culturas com 2 ml de soro hu-
mano não diluído, para cada 10 ml de
meio. Passado este tempo, o sobrenadan-
te das culturas EB3 era clarificado por
centrifugação a 1.500 r.p.m. durante 30
minutos e dialisado contra tampão de gli-
cina-HCl pH = 2, durante 24 horas, a 4°C
para eliminar antígeno Austrália residual;
seguia-se nova diálise contra PBS
pH = 7,5, durante 48 horas, a 4°C.
Titulação do interferon — O interfe-
ron, ou substância semelhante, produzida
nas diversas culturas EB3 estimuladas,
após o tratamento referido anteriormente,
foi titulado em cultura de células L645,
pela técnica de redução do número de pla-
cas, usando-se o vírus da estomatite vesi-
cular, como "challenge virus": culturas
L645, em camada simples, foram incuba-
das, de um dia para o outro, com 2 ml de
diluições seriadas do líquido sobrenadan-
te das culturas EB3 e lavadas, duas vezes,
com PBS; em seguida adicionava-se a
cada placa 0,5 ml de suspensão de vírus
contendo 50 unidades formadoras de pla-
cas; depois de decorrido o período de ad-
sorpção de 60 min., à temperatura am-
biente, retirava-se o inóculo e cobria-se
a cultura com 5 ml de meio de Eagle,
com dupla concentração de vitaminas e
aminoácidos, glutamina a 3%, 5% de
soro fetal bovino, bicarbonato de sódio
a 8,8% e antibióticos e 1% de agar; a
segunda camada de meio contendo verme-
lho neutro era adicionada depois de 24
horas e a titulação feita 48 horas após
a adição do "challenge virus". Os títu-
los do interferon são expressos pela recí-
proca da mais alta diluição capaz de re-
duzir o número de placas ocasionadas pelo
vírus da estomatite vesicular de 50%
(PDD50/2 ml).
R E S U L T A D O S
Na Tabela 1 são apresentados os títulos
de interferon, ou substância semelhante,
obtidos no sobrenadante de diversas cul-
turas EB3, não submetidas a qualquer es-
tímulo com soros humanos. No total de
39 testes realizados com dez culturas di-
ferentes obtiveram-se resultados, cujas
médias geométricas dos títulos (PDD50/2
ml) são semelhantes. Na Tabela 2 apre-
sentam-se os resultados obtidos após esti-
mulação das culturas EB3 com soros ne-
gativos e positivos para o antígeno Aus-
trália, em função da reação de fixação do
complemento. O significado dos títulos
fixadores de complemento para o antíge-
no Austrália, em termos de número de
partículas presentes, não foi considerado,
mas os resultados obtidos parecem ser sig-
nificativos. Analisando as médias geomé-
tricas dos títulos (PDD50/2 ml) , pode
ver-se que, enquanto com os soros nega-
tivos os resultados são semelhantes aos
referidos na Tabela 1, com soros positi-
vos, particularmente, com títulos maiores
que 256 as médias geométricas são muito
mais elevadas do que as obtidas com as
culturas EB3 não inoculadas, que serviram
de controle.
Considerando-se que a distribuição dos
valores das médias geométricas dos títu-
los (PDD50/2 ml) têm distribuição nor-
mal, realizaram-se testes para o coeficien-
te de correlação a fim de se verificar se
as mesmas podiam ou não ser considera-
das independentes, quando comparados en-
tre si. Tomou-se cada valor da média
geométrica como uma medida de cada
cultura (Tabela 1) e de cada soro (Ta-
bela 2) e adotou-se um nível de signifi-
cância de a = 0,05. Neste nível, os tes-
tes para o coeficiente de correlação entre
as médias geométricas dos títulos obtidos
nas culturas controle e dos obtidos nas
culturas inoculadas com soros negativos,
do mesmo modo que os testes entre as mé-
dias geométricas dos títulos obtidos nas
culturas controle e dos obtidos nas cultu-
ras inoculadas com soros positivos resul-
taram na aceitação da hipótese de que as
variáveis em questão não são correlatas.
Assim sendo, realizaram-se os testes de
médias entre os valores acima referidos,
usando-se das especificações do teste de
médias de duas populações independentes,
com desvios padrões desconhecidos e não
supostamente iguais. Nestas condições
não existem diferenças estatisticamente
significantes entre as médias geométricas
dos títulos de interferon, ou substância
semelhante, obtidos nas culturas não esti-
muladas e nas estimuladas com soros hu-
manos negativos; pelo contrário, compa-
rando-se os valores obtidos nas culturas
EB3 não estimuladas, com os obtidos nas
estimuladas com soros positivos as diferen-
ças são estatisticamente significantes.
D I S C U S S Ã O
A solução do problema da multiplica-
ção do vírus da hepatite tipo B tem sido
tentada dentro de diversas perspectivas.
As observações de Hirschman e col. 16
e as de Maynard e col. 21 sobre a ocor-
rência de antígeno Austrália e anticorpos
específicos no soro de chimpanzés, suge-
riram a possibilidade de ser estudada a
hepatite de longo período de incubação,
através da inoculação experimental des-
tes animais. No entanto, os casos de he-
patite que ocorrem naturalmente em cerca
de 30% dos referidos animais, parecem
restringir o seu uso, como modelos ade-
quados para o estudo em causa. O apare-
cimento de técnicas mais sensíveis como
o radioimunoensaio poderão abrir cami-
nho para a experimentação em outros sis-
temas animais20.
Um outro ângulo sob o qual tem sido
tentada a solução do problema da multi-
plicação do vírus da hepatite tipo B é a
utilização de culturas celulares ou cultu-
ras de fragmentos de órgãos. As obser-
vações feitas por Zuckerman 27 de que cul-
turas de células hepáticas de embrião hu-
mano, quando inoculadas com frações
purificadas de soros humanos, contendo
antígeno Austrália, apresentavam altera-
ções citoplásmica, foram confirmadas por
Brighton e col. 4. Em trabalho posterior,
Zuckerman e col. 29 conseguiram obter, em
culturas de fragmentos de fígado embrio-
nário humano, evidência da multiplicação
do vírus da hepatite sérica, mediante de-
terminação dos títulos fixadores de com-
plemento do líquido sobrenadante das
culturas para o antígeno Austrália. Re-
sultados encorajadores já tinham sido con-
seguidos, anteriormente, em culturas de
fragmentos de fígado de embrião huma-
no, por Zuckerman28. A irregularidade
de aparecimento do efeito citopático em
culturas de células embrionárias inocula-
das com soros humanos contendo antígeno
Austrália, levou ao uso de marcadores,
como o referido antígeno, capazes de ser-
vir como índice da multiplicação viral,
e à utilização de outros índices. Carver
e Seto 5, aproveitando o fenômeno da he-
madsorpção de hemácias de bovinos em
culturas inoculadas com vírus da doença
de Newcastle, verificaram que o tratamen-
to prévio destas culturas, com soros con-
tendo antígeno Austrália interferia com
a subseqüente hemadsorpção, efeito este
neutralizado pelo soro anti-antígeno Aus-
trália. Os mesmos autores, no entanto,
consideram ser necessário desenvolver ex-
periências adicionais antes de responsabi-
lizar o vírus da hepatite tipo B pelo fenô-
meno observado. Berthold e col.3 veri-
ficaram que o soro de pacientes com
hepatite do tipo B era capaz de induzir
o aparecimento de interferência intrínse-
ca 19, em culturas diplóides de fibroblastos
humanos, para o vírus da doença de New-
castle.
Recentemente Barinsky e col.2, estu-
dando a natureza do antígeno Austrália,
parecem ter demonstrado a ausência de
atividade biológica deste antígeno em cul-
turas de leucócitos humanos, o que está
em contradição com nossos resultados pre-
liminares.
Os resultados por nós obtidos sugerem,
no entanto, que o sistema celular EB3
parece poder ser utilizado para demons-
trar uma provável interação com o an-
tígeno Austrália, através da titulação
do interferon, ou substância semelhante,
produzida após estimulação com soros
humanos positivos para aquele antígeno.
É evidente a alteração do padrão de pro-
dução de interferon, ou substância seme-
lhante, pelo sistema EB3, após a estimu-
lação. Nossos resultados adquirem parti-
cular interesse se considerarmos as con-
dições em que a estimulação foi feita,
usando células EB3, com elevada concen-
tração de vírus endógeno, em que a pro-
dução de interferon está prejudicada. A
adição de soros humanos positivos para
o antígeno Austrália parece ter alterado
a relação inversa existente entre os níveis
de interferon e o conteúdo de vírus endó-
geno, fenômeno já observado por Swart
e Young25 e que pudemos confirmar em
nossas experiências. O significado destes
resultados não é no entanto compreendi-
do, não sendo possível concluir sobre que
mecanismo seria responsável pela diferen-
te interação entre os soros negativos e os
soros positivos para o antígeno Austrália
e o sistema EB3. São necessárias expe-
riências adicionais no sentido de ampliar
e esclarecer estes resultados preliminares.
A G R A D E C I M E N T O S
Ao Dr. Jair Lício Ferreira Santos, do
Departamento de Epidemiologia da Facul-
dade de Saúde Pública da USP, pelas
sugestões dadas na análise estatística dos
resultados.
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SUMMARY: The production of interferon or an interferon-like substance
by EB3 cell cultures exposed to human sera containing Australia antigen is
described. The normal pattern of interferon production by EB3 cells not ino-
culated with human sera is modified, after exposure to human positive sera
for Australia antigen and it is suggested that this modification may provide
a criterion for interaction of Australia antigen and EB3 cells.
UNITERMS: Antigen, Australia. Interferon. Biological activities.
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